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1. Introducció 
 
La presència de nitrats (NO3
-) a les aigües subterrànies pot arribar a ser un greu problema 
per a la salut dels humans i per les masses d’aigua superficials. La toxicitat dels nitrats és deguda a 
la capacitat del cós humà per reduir-los a nitrits. Aquesta reacció es produeix a la saliva de la boca 
i als infants de menys de tres mesos a l’estómac. La toxicitat dels nitrits és deguda a efectes 
cardiovasculars a elevades concentracions, i a la metahemoglobinèmia a baixes dosis (Terblanche 
et al.,1991). Per altra banda, també és important destacar que diversos estudis han relacionat la 
ingestió de nitrits (i nitrats amb amines) amb l’aparició de càncers en diferents òrgans del cós 
humà, basant-se en els compostos N-nitrosos com els precursors cancerígens (Fraser et al, 1980; i 
Green, 1982; Pontius, 1993). Els nitrats afecten, també, a les masses d’aigua superficials 
promovent l’augment de la producció primària i conseqüentment a l’eutrofització d’aquestes. 
(Rivett et al., 2008; Vitousek et al., 1997). 
Per aquestes raons la Directiva Europea 98/83/CE estableix el límit en 50 mg/l de NO3
- 
(Dir.98/83/CE del Consejo de 3 de noviembre de 1998). L’Estat Espanyol transposà la legislació 
europea relativa a la qualitat de l’aigua pel consum humà, al Real Decreto 140/2003, del 22 de 
febrer de 2003, segons el qual, s’estableix que la concentració màxima permesa de nitrats en 
aigües potables és de 50 mg/l NO3
-, i recomana no superar els 25 mg/l NO3
- (RD 140/2003, de 7 de 
febrero de 2003). Segons el Ministeri d’Agricultura, Alimentació i Medi Ambient actualment a 
Espanya estan delimitats 85.000 km2 com a zones en risc ambiental per presència de nitrats  dels 
quals  12.000 km2 són a Catalunya (Figura 1). 
 
Figura 1. Mapa de les zones vulnerables a la contaminació per nitrats. Font: Elaboració pròpia. Dades 
Ministerio de Agricultura Alimentación y Medio Ambiente, 2016 (MAAM, shapefile 2016) 
Zones vulnerables a 
contaminació de 
Nitrats 
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Les fonts de nitrats a les aigües subterrànies es poden dividir en tres grups: fonts d’origen 
natural (el nitrogen geològic present a minerals i roques lixiviat o el nitrogen emmagatzemat als 
boscos pot viatjar fins al subsòl), fonts d’origen residual (tractaments no adequats dels fems de 
ramaderia, aigües residuals no tractades, efluents de depuradora, fosses sèptiques i abocadors de 
residus urbans) i fonts d’origen agrícola (excessiu ús de fertilitzants nitrogenats o cultiu de 
llegums) (Canter, 1997). 
 
Figura 2. Cicle del nitrogen al subsòl. 
 
La concentració de nitrat al subsòl pot atenuar-se mitjançant el propis processos de la 
dinàmica del flux, pot ser reabsorbit per la vegetació o pot ser reduït a nitrogen gas a través de la 
desnitrificació. La desnitrificació és l’únic procés que elimina irreversiblement el nitrat dissolt a 
l’aigua. La desnitrificació es du a terme per bactèries que redueixen el nitrat  convertint-lo en 
nitrogen gas (NO3
- →N2). El procés consta d’una sèrie de reaccions redox on el nitrat es redueix a 
nitrit, aquest a òxid nítric, a òxid nitrós i finalment a nitrogen gas. Les reaccions simplificades són 
les següents: 
5 FeS2 +15 NO3
-
 +5 H2O → 10 SO4
-2
+7,5 N2+ 5 FeOOH+5 H
+
    (1) 
5 CH2O+ 4 NO3
-
 → 2 N2 + 4 HCO3
+
 + CO2 + H2O     (2) 
 
La reacció (1) és deguda al metabolisme de bactèries autòtrofes i la reacció (2) és deguda 
a bactèries heteròtrofes. Aquest procés necessita dos condicions per tenir lloc: que hi hagi un 
donador d’electrons i que la concentració d’oxigen sigui baixa deixant que altres compostos 
menys electronegatius puguin reaccionar amb aquests. Així la capacitat de cada aqüífer per 
remediar el nitrat varia segons la quantitat de donadors d’electrons disponibles (Korom, 1992). 
Aquesta reacció  pot ser estimulada afegint al sistema donadors d’electrons, és a dir, en el cas (2), 
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una font de carboni orgànic. S’ha de tenir en compte que en les reaccions intermèdies es produeix 
NO2
-, que és l’encarregat de l’oxidació de la hemoglobina, per tant s’haurà de controlar la 
generació de nitrit.  
 
En el subsòl, els mateixos processos de la dinàmica del flux poden diluir el nitrat i 
emmascarar l’atenuació real que s’està produint. Per això es proposa, també, l’estudi de la 
composició isotòpica  i caracterització del fraccionament isotòpic de les diferents reaccions que hi 
tenen lloc abans de fer una aplicació a escala de camp. Les petites diferències en el 
comportament fisicoquímic entre els isòtops d'un mateix element resulten en una variació de la 
composició isotòpica segons les reaccions que pateixin. La composició isotòpica no és afectada 
per processos físics però si per reaccions químiques. La composició isotòpica s’expressa en 
nomenclatura delta δ15N (p.e.) i el canvi de δ15N associat a una reacció s’anomena fraccionament 
isotòpic (εN).  Així un cop caracteritzat el fraccionament isotòpic d’una reacció, en aquest cas de la 
desnitrificació, es pot estimar la quantitat relativa de reactiu que ha reaccionat. Si es suposa que 
el fraccionament es durà a terme mitjançant processos de destil·lació de Rayleigh (Aravena and 
Robertson, 1998) es pot estimar el fraccionament, εN, amb l’expressió següent: 
 
Δδ15N= εN · Δ ln [NO3
-]  (3) 
 
Existeixen estudis previs sobre compostos usats com a donador d’electrons per la 
bioestimulació in situ de la desnitrificació. Aquests compostos són substàncies pures (glucosa o 
etanol) o productes naturals amb alt contingut de carboni orgànic (restes de palmeres, compost, 
serradís, gespa d’urbanitzacions) (Newcomer  et al., 2012, Carrey et al., 2013; Carrey et al., 2014; 
Grau-Martínez et al., 2015; Vidal-Gavilán et al., 2014, Peterson et al. 2015). L’ús d’un residu com a 
donador d’electrons presenta un gran avantatge en front a les substàncies pures: el preu 
d’obtenció. Així doncs es proposa la utilització del vinot, que és un subproducte de la indústria 
vinícola i té un alt contingut en carboni orgànic (aproximadament 20 g/l). Tenint en compte la 
omnipresència de la indústria vinícola a Espanya i la dimensió de la producció del residu 
d’aquesta, el vinot és un bon candidat per ser usat per a la bioestimulació. Aquest residu 
típicament és tractat en depuradores de residus industrials líquids no perillosos. L'aprofitament 
d'aquest residu pot suposar per a la bodega un estalvi econòmic en el tractament del residu a més 
d’un impacte ambiental menor. Així doncs aquest experiment té com a objectiu avaluar el 
potencial desnitrificador del residu, la possible generació de substàncies no desitjades en la 
reacció i calcular el fraccionament isotòpic de la reacció de desnitrificació amb aquest producte. 
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2. Metodologia 
 
El muntatge experimental consisteix en una columna de vidre de 70 cm d’alt i base 
circular de 8 cm de diàmetre plena de boles de sílice de 5 mm de diàmetre que seran el medi 
porós per on circularà el flux. El dispositiu està dins una càmera termo-regulable a una 
temperatura constant de 15 ºC, temperatura coherent amb la del subsòl en el clima mediterrani 
(Custodio et al., 1976). El flux d’aigua en l’experiment és ascendent i està controlat tant a 
l’entrada com a la sortida per una bomba peristàltica (Reglo Digital ISMATEC) que mantindrà un 
flux constant de 0.25 ml/min, que correspon a un temps de trànsit de aproximadament 4 dies.  La 
columna està equipada amb 8 ports de mostreig a diferents alçades. A la base de la columna hi ha 
quatre ports que s’utilitzen com a punt d’injecció del residu (Figura 3).    
 
Figura 3. Esquema del muntatge experimental:  (1)Aigua sintètica, 
(2)Bomba peristàltica, (3)Ports d’injecció, (4)Ports per mostreig de 
perfil vertical, (5) Port per sonda, (6)Ampolla de mostreig. 
 
2.1. Estratègies d’injecció 
 
Per fer reaccionar 1 mol de NO3
- es necessiten 1.25 mols de CH2O mitjançant la reacció de 
desnitrificació heteròtrofa (2) explicada a la introducció. Durant l’experiment s’han estudiat tres 
estratègies d'injecció: C:N= 7 : 1, C:N= 2 : 1 i C:N= 0,6 : 1. Les injeccions es realitzaran cada 4 dies, 
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coincidint amb el temps de trànsit de l’aigua a la columna. Totes les estratègies tindran una 
duració de 20 dies. L'experiment s’ha iniciat amb una relació molar alta per tal d'estimular la 
generació de la biomassa. Posteriorment (a partir del dia 20) s’ha utilitzat una relació C:N inferior, 
però encara per sobre de la estequiometria (2 : 1),  i finalment al dia 40 s’injecta amb una relació 
molar  per sota de l’estequiometria (0,6 : 1). L’última injecció s’ha fet el dia 56 per, a partir del dia 
60, veure la recuperació del sistema. 
  Taula 1. Estratègies d'injecció 
C:N Dies d’injecció 
7 : 1 0, 4, 8 ,12,16 
2 : 1 20,24,28,32,36 
0,6 : 1 40, 44, 48, 52, 56 
 
2.2. Mostreig i processament de mostres 
 
L’experiment va funcionar durant 2 mesos, durant aquest període es van recollir 94 
mostres de l’aigua de sortida i 18 mostres dels 3 perfils verticals complets realitzats els dies 17, 37 
i 53. El potencial redox en l’aigua de sortida es va mesurar amb periodicitat horària mitjançant un 
elèctrode portàtil (WTW-3310). Les mostres s’han filtrat a 0,2 μm amb filtres Millipore® i s’han 
preservat a 4ºC i en ambient fosc per ser analitzades posteriorment seguint els mètodes 
estàndard (APHA-AWWA-WEF, 1998). Els anions majoritaris s’ha analitzat mitjançant 
cromatografia líquida d’alta eficàcia (HPLC: “High Performance Liquid Cromatography”) amb una 
bomba WATERS 515 HPLC, columna d’anions IC-PAC i amb detectors WATERS mod. 432. S’ha 
analitzat també el carboni inorgànic dissolt (DIC) mitjançant titració (METROHM 702 SM Titrino) y 
el carboni orgànic dissolt (NPOC) mitjançant combustió (TOC 500 SHIMADZU). 
 
Els anàlisis isotòpics inclouen δ15N i δ18O del NO3
- dissolt,  δ13C del bicarbonat dissolt, δ13C 
del carboni orgànic dissolt y δ13C y δ15N del biofilm. La δ15N-NO3
- i la δ18O-NO3
- s’han analitzat 
utilitzant el mètode de reducció amb cadmi descrit per McIlvin and Altabet (2005) i Ryabenko et 
al., (2009). S’han analitzat les δ15N i δ18O simultàniament a partir del N2O produït utilitzant un 
Sistema Pre-Con (Thermo Scientific) acoblat en flux continu a un espectròmetre de masses de 
relació isotòpica (IRMS) Finnigan MAT-253 (Thermo Scientific). Les composicions δ13C-DIC han 
estat determinades en el CO2 producte de l’aigua acidificada amb 103% H3PO4 mitjançant un 
dispositiu multiflux (Gas Bench) acoblat a un espectròmetre de masses de relació isotòpica (GB-
IRMS).  La δ13C del carboni orgànic ha estat analitzada mitjançant el mètode d’anàlisi d’injecció de 
flux acoblat en flux continu a un IRMS (FIA-IRMS) en un Delta V Advantage (Thermo Scientific). Les 
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δ13C i δ15N del biofilm mostrejat han estat analitzades mitjançant anàlisi elemental acoblat en flux 
continu a IRMS (EA-IRMS). Els resultats són expressats en termes de δ per mil relatius als 
estàndards internacionals: AIR (aire) per δ15N, V-SMOW (Vienna Standard Mean Oceanic Water) 
pel δ18O, V-PDB (Vienna Pee Dee Belemnite) pel δ13C. Les reproductibilitats (1σ) han estat 
calculades utilitzant estàndards internacionals i interns del laboratori sistemàticament entre cada 
lot analitzat: de ±1.0‰ per la δ15N-NO3
- i ±2.0‰ per el δ18O-NO3
-, ±0.2 per δ13C-DIC i ±0.2 per 
δ13C-NPOC.  Les anàlisis isotòpiques han estat realitzades al laboratori del grup de recerca de 
Mineralogia Aplicada i Medi Ambient i analitzats als Centres Científics i Tècnics de la Universitat 
de Barcelona (CCiT-UB). 
Durant l’experiment s’han quantificat les poblacions de bactèries desnitrificants utilitzant 
el mètode del nombre més probable (MPN) publicat per Saitoh et al. (2003).  A més s’ha obtingut 
la població heterotròfica anaeròbica usant el mètode de la miniaturització d’MPN. 
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3. Resultats 
 
3.1. Química de l’aigua inicial 
 
L’aigua utilitzada en l’experiment té una concentració en NO3
- dos cops més alta que el 
límit legal per aigua potable, entre 94 mg/l i 135 mg/l, similar a la concentració present en molts 
aqüífers contaminats (Custodio et  al., 1976). La composició de les solucions emprades com a 
aigua sintètica es mostren a la  Taula 2. Les concentracions en NO3
- d’entrada són de 94.1 mg/l , 
125.0 mg/l i 135.4 mg/l. 
 
 Taula 2. Contingut de l’aigua sintètica en les tres preparacions al llarg de l'experiment  
 mg/l  Cl- NO2
-
 NO3
-
 SO4
2-
 
RC-04-Ini-1 Dia 0 184.3 0.0 94.1 213.1 
RC-04-Ini-2 Dia 30 197.9 0.0 125.0 241.5 
RC-04-Ini-3 Dia 59 256.7 0.0 135.4 262.5 
 
S’ha realitzat una caracterització inicial del residu de vinot i aquest  té una concentració 
de carboni orgànic de 19.5 g/l. Com s’ha explicat a la metodologia s’han fet servir tres estratègies 
d’injecció, i per mantenir la relació molar establerta a la metodologia s’han calculat els volums a 
injectar per a cada estratègia (Taula 3).  
Taula 3. Volums d'injecció de residu  segons l'estratègia 
C:N Vol (ml) nº d'injeccions Dies d’injecció 
7 : 1 14.8 
5 
0, 4, 8, 12, 16 
2 : 1 4.5 20, 24, 28, 32, 36 
0,6 : 1 1 40, 44, 48, 52, 60 
Sense injeccions - 64, 68, 72, 76, 80 
 
3.2. Evolució de la composició química  
 
A la Taula 5 de l’Annex, es mostren les dades obtingudes relatives a les anàlisis d’ions 
majoritaris, DIC i NPOC. També hi figuren els canvis de concentració de l’aigua d’entrada, les dates 
d’injecció i la relació C:N de cada estratègia. 
 
La concentració de NO3
- en la sortida (Figura 4) es manté en el valor d’entrada en els 
primers 4 dies però decau sobtadament al dia 5 de l’experiment a concentracions inferiors a 0,2 
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mg/l. A la primera estratègia d’injecció (C:N=7) s’ha aconseguit reduir la concentració de nitrat a 
quantitats indetectables (<0,2 mg/l) a la segona injecció. En les altres dos estratègies d’injecció 
(C:N=2 i C:N=1) la concentració de NO3
- no ha pujat del límit de detecció. A partir del dia 60, la 
concentració es recupera de manera contínua però passats 20 dies encara no ha arribat a la 
concentració d’entrada. La concentració de NO2
- a l’aigua d’entrada és nul·la. Al dia 5, la 
concentració creix fins a 70 mg/l però decreix ràpidament al dia 8 per sota dels 5 mg/l i continua 
en aquests nivells fins al final de l’experiment. 
 
L’NPOC fa polsos de concentració de 4 dies d’amplada i alçades depenent de l’estratègia 
d’injecció. En la primera estratègia es formen polsos molt definits on els pics de concentració 
arriben als 1500 mg/l. A la segona estratègia les alçades dels polsos són més petites, de l’ordre de 
350 mg/l. El mateix passa a la tercera estratègia d’injecció, amb polsos que no passen de 50 mg/l. 
A partir del dia 60 la concentració de NPOC de sortida decreix des dels 11 mg/l fins a valors 
inferiors a 2 mg/l. Pel que fa a la concentració de carboni inorgànic dissolt (DIC), en els primers 
dies de l’experiment (1-10) creix donant lloc a dos pics de concentració (dia 7 de 293 mg/l i dia 10 
de 294 mg/l). A partir d’aquests pics la concentració es manté al voltant dels 180 mg/l. Un cop 
finalitzades les estratègies d’injecció es recupera la concentració inicial gradualment. 
 
El sulfat d’entrada és de l’ordre dels 240 mg/l (Taula 2). En tres episodis durant la primera 
estratègia s’observa un creixement en la concentració de sulfat, arribant a 390 mg/l. A la resta de 
l’experiment la concentració de sulfat varia entre 150 i 200 mg/l, més baixa que la d’entrada. La 
evolució d’aquests paràmetres junt amb les estratègies d’injecció i els cabals utilitzats s’han 
representat a la Figura 4. 
 
3.3. Resultats isotòpics  
 
Les dades analitzades de les composicions isotòpiques es mostren en la Taula 7 i la Taula 
8. S’inclouen les composicions isotòpiques del NO3
- (δ15N i δ18O), i la δ13C del NPOC i del DIC. Els 
valors de la composició isotòpica del NO3
- augmenten des de valors δ15N=+16‰ fins a +38‰  i de 
δ18O= +27‰ a +49‰.  La composició isotòpica del DIC presenta variacions durant els primers 
quatre dies però després s’estabilitza entre els valors -19‰ i -22‰. La composició isotòpica del 
NPOC és molt dispersa però presenta una tendència positiva, enriquint-se en 13C, varia des de la 
δ13Centrada= -26,5‰ fins a δ
13C=-20,4‰ . Les dades isotòpiques analitzades es mostren a la Taula 7 i 
a la Taula 8 i s’han representat a la Figura 7, la Figura 8 i la Figura 9. 
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Figura 4. Evolució de NPOC (cercle verd), NO3
-
 entrada (línia blava), NO3
-
 sortida (cercle blau) i NO2
- 
(cercle 
taronja), DIC (quadre groc) i SO4
2-
 (rombe granat) i Cl
-
(cercle blau) 
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4. Discussió 
 
4.1. Atenuació del NO3
-  
 
La completa eliminació del NO3
- dissolt en l’aigua d’entrada s’aconsegueix ràpidament (2ª 
injecció) el que indica la fàcil generació de biomassa i l’assimilació del residu usat. En les altres 
dues estratègies d’injecció (C:N=2 i C:N=1) la concentració de NO3
- no supera el límit de detecció 
(<0,2 mg/l) fins que no es deixa d’injectar. Quan es deixa d’injectar, la concentració es recupera a 
mesura que les bactèries desnitrificants es queden sense nutrients i van decaient. No obstant 
passats 24 dies des de l’ultima injecció la concentració no arriba a la concentració d’entrada. Això 
és degut a que la pròpia biomassa que va decaient serveix de font de carboni orgànic per a la 
desnitrificació. Aquesta recuperació ja ha estat observada a estudis sobre desnitrificació induïda 
(Koenig et al., 2005; Torrentó et al., 2011). A l’experiment de Carrey et al. (2013) s’estima que la 
biomassa pot arribar a eliminar 35% del nitrat d’entrada gràcies a les cèl·lules mortes com a font 
secundària de carboni orgànic. En aquest experiment 20 dies després de la darrera injecció encara 
es reduïa un 40% del nitrat d’entrada. Els perfils verticals permeten conèixer millor la zona on 
s’està produint l’atenuació del nitrat. Els perfils verticals de microbiologia (Figura 5) i els perfil 
verticals de concentració de NO3
- duts a terme el dia 17 i 53 de l’experiment (Figura 6) se’n 
desprèn que l’atenuació ocorre als primers 20 cm tot i que la biomassa desnitrificadora és present 
al llarg de tota la columna.  
 
 
 
Figura 5. Nombre més probable  de bactèries desnitrificadores per ml (MPN/ml) en diferents dies en el tres ports de 
mostreig vertical situats a 20, 40 i 60 cm. 
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Figura 6. Perfil vertical de concentració en nitrat i nitrit realitzat els dies 17 i 53. 
 
El procés de desnitrificació genera NO2
- en les reaccions intermèdies. En l’aigua inicial la 
concentració de NO2
- és indetectable, però en l’aigua de sortida la concentració de nitrit creix fins 
a 70 mg/l al dia 5. No obstant, el nitrit és consumit immediatament després del nitrat. El desfàs 
que es produeix entre la completa eliminació del nitrat i la del nitrit és degut a que les bactèries al 
principi dels processos de desnitrificació preferiblement usen nitrat, acumulant nitrit. Quan les 
bactèries són capaces de generar l’enzim encarregat de la reducció de nitrit (nitrit-reductasa) 
aquestes comencen a consumir el nitrit (Strohm et al., 2007; Kraft et al., 2011). A partir d’aquest 
moment la concentració de nitrit es manté inferior al límit de detecció. Després de la darrera 
injecció, la concentració de nitrit augmenta lleugerament. Aquesta acumulació pot ser deguda a 
que la disminució de la quantitat de nutrients disponibles fa que les bactèries tornin a usar més el 
nitrat que el nitrit, com succeeix al principi del experiment. A la literatura s’han trobat exemples 
on la reducció del nitrat no ha estat tan sobtada i la reducció total  del nitrit no arriba fins que el 
nitrat no ha estat reduït totalment (Carrey et al., 2013; Vidal-Gavilán et al., 2014). Aquest fet 
representaria un avantatge addicional del sub-producte estudiat. 
 
4.2. Carboni Inorgànic Dissolt 
 
El DIC d’entrada és baix, 30 mg/l, però en les primeres mostres analitzades es veu un 
augment significatiu fins a valors de 89 mg/l, aquest valor es manté constant fins al dia 3. Aquesta 
primera pujada pot ser deguda a el re-equilibri del bicarbonat amb el CO2 de l’aire que es dissol a 
l’aigua, aquest coincideix amb els fraccionaments de 13C observats en l’apartat 4.5. del DIC. 
Posteriorment, coincidint amb el començament del consum del nitrat (dia 4) la concentració de 
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DIC puja fins 294 mg/l. Finalment l’evolució del DIC no varia substancialment fins al final de les 
injeccions que baixa la producció de DIC degut a la reducció de l’atenuació. 
 
4.3. Evolució del Sulfat 
 
El SO4
2- no és producte de la reacció però els canvis en les condicions Eh-pH causats per la 
reacció principal poden afectar a la seva evolució. La pèrdua de sulfat pot ser deguda a l’adsorció 
a la biomassa o per sulfato-reducció, on l’excedent de matèria orgànica, desprès d’haver reduït 
tot el nitrat, pot arribar a reduir el sulfat i generar H2S, compost tòxic que pot ser corrosiu per 
alguns metalls. S’ha comparat la concentració en SO4
2- amb la de Cl- en l’aigua de sortida, 
considerant el clor com un element conservatiu durant el procés. L’evolució dels dos és 
pràcticament paral·lela, denotant així que el sulfat no presenta variacions importants degudes a 
reaccions químiques. Hi ha tres episodis (dies 7-10; 12-21; 25-29) d’augment en la concentració 
de sulfat possiblement causats per la presència de sulfits al vinot que poden oxidar-se a sulfat, 
però al reduir la quantitat de residu aquestes acumulacions no són detectables.  
 
4.4. Fraccionament isotòpic 
 
El NO3
- residual s’enriqueix en isòtops 15N i 18O a mesura que avança la reacció. S’ha 
estimat el fraccionament isotòpic mitjançant les equacions de Rayleigh, on el fraccionament és el 
pendent de la recta de regressió entre el valor isotòpic i el logaritme de les concentracions (3). Els 
valors del fraccionament obtinguts són: εN= - 7.6‰ i εO= - 9.1‰ (Figura 7).  
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Aquests valors són coherents amb experiments anteriors amb productes donadors 
d’electrons semblants, tots mostren un enriquiment en l’isòtop més lleuger. En un experiment 
similar de columna usant  etanol pur com a font de carboni Vidal-Gavilán et al. (2013) van obtenir 
valors de fraccionament de εN= -6.0‰ i εO= -6.5‰. Quan es comparen els fraccionaments 
calculats a experiments de bioestimulació amb els estudis d’atenuació natural es veu que els 
fraccionaments deguts a atenuació natural tenen un rang de resultats més ampli (εN varia de −4‰  
a −30‰ i εO varia de -2‰  a -18‰) mentre que als experiments de bioestimulació es troben 
valors menys variables (εN varia de −6‰  a −14‰ i εO varia de −6‰  a -14.7‰). Els valors 
obtinguts estan dins ambdós rangs (Taula 4). 
 Aquestes diferències en el fraccionament calculat en experiments d’atenuació natural i 
els de bioestimulació poden ser degudes a les diferències en el temps de reacció: les molècules 
isotòpiques més pesades tenen una mobilitat inferior i com a conseqüència, tindran menor 
velocitat de difusió i menor freqüència de col·lisió. Per aquestes raons, per regla general, les 
molècules més lleugeres reaccionaran més ràpid. Així si la reacció per la qual es fracciona 
isotòpicament un compost és ràpida el fraccionament serà menor, en canvi si la reacció es du a 
terme durant molt de temps el fraccionament serà més acusat (Mook, 2002). 
 
Taula 4 Comparació dels valors de εN i, εO i εN/εO amb altres experiments i rangs trobats a la bibliografia. 
   εN (‰) εO(‰) 
Bioestimulació 
Aquest treball Vinot -7.6 -9.1 
Vidal-Gavilán et al., 2014 Etanol pur -6.5 -6.0 
Carrey et al.,2013 Glucosa pura -8.8 -8.0 
Carrey et al., 2014 Sediments hipersalins de Pètrola -14.7 -14.5 
Grau-Martínez et al.,2015 
Residu de palmeres -11.3 -10.9 
Compost -10.9 -11.6 
Atenuació natural Lehmann et al. ,2003 Substrat i aigua del Llac Lugano  (−11.2 ,−20.7) (−6.6 , −11.0) 
Wunderlich et al. 2013 Substrat i aigua del Llac Fohnsee -19.5 -16.5 
 Rang  trobat a la bibliografia  (Mengis et al., 1999; Otero et al., 
2009; Pauwels et al., 2000; Vogel et al., 1981) 
(-4, -30) (-2, -18) 
  
 
El canvi en la composició isotòpica del carboni en els compostos de carboni és clau per 
poder quantificar l’eficiència del compost orgànic a l’hora de desnitrificar i confirmar els models 
emprats. Durant les primeres injeccions la evolució de la composició isotòpica δ13C al DIC presenta 
dues tendències. La δ13C del DIC d’entrada és -8.9‰. Durant els primers dies, quan encara no ha 
començat la desnitrificació, la composició el DIC s’empobreix de 13C obtenint uns valors de δ13C 
que arriben a -29‰ i un cop comença la desnitrificació la composició isotòpica es fa més lleugera i 
es manté dins la finestra dels -19‰ i els -23‰. Quan el CO2 atmosfèric és dissolt al fluid sobretot 
incorpora 12CO2 disminuint la δ
13C (Abongwa et al., 2013, Clark and Fritz, 1997). Com l’aigua inicial 
presenta un pH lleugerament àcid (5.6 - 6.7) i la concentració de DIC es relativament baixa (30 
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mg/l) aquest procés pot ser important al començament i ser la causa de la davallada en els primer 
quatre dies. Quan l’atenuació del nitrat comença i la concentració de DIC augmenta aquest procés 
és més limitat, donant lloc a una composició isotòpica mesclada (δ13C entre -19‰ i -23‰). Es 
necessitaria un estudi més detallat de la composició isotòpica de l’aigua inicial per confirmar la 
importància d’aquest procés. 
 
Figura 8. Composició isotòpica del DIC. Fletxa taronja: fraccionament durant els primers quatre dies. Fletxa 
blava: fraccionament posterior al dia 4 i tendència a un valor de mescla 
 
El fraccionament isotòpic del NPOC pot ser molt útil per a quantificar la eficiència del 
reactiu en una aplicació a camp. El fraccionament isotòpic del NPOC ha estat calculada segons 
l’equació integral de la destil·lació de Rayleigh (4).  
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Essent el CorgSortida la concentració d’NPOC de sortida, CorgDisponible la concentració d’NPOC 
disponible a cada moment calculada a partir del NO3
- consumit (diferència de concentració en 
nitrat a l’aigua d’entrada i de sortida), Rsortida i Rinicial és el ràtio isotòpic en NPOC de sortida i inicial 
respectivament.  El fraccionament calculat εNPOC és de -2.9‰ (Figura 9). En el treball de Vidal-
Gavilán et al. (2014) on es va usar etanol pur, la composició  isotòpica comença a empobrir-se en 
13C arribant a valors molt baixos de δ13C (-70‰). El fraccionament invers que observaren Vidal-
Gavilán et al. (2014), pot ser degut a l’ús d’etanol pur, havent estimulat la generació d’una 
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població diferent de bactèries capaç de metabolitzar el carboni més pesant (Vidal-Gavilán et al., 
2014 i les referències incloses).  
 
Figura 9. Relació de composició isotòpica δ
13
C i les concentracions de NPOC 
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5. Conclusions 
 
L’experiment s’ha dut a terme per avaluar la capacitat desnitrificadora, la generació de 
compostos no desitjats i el fraccionament isotòpic durant la reacció desnitrificació amb un sub-
producte anomenat vinot. S’ha estimulat la desnitrificació heteròtrofa en un model de laboratori 
injectant vinot al sistema periòdicament. El nitrat a l’aigua d’entrada s’ha pogut atenuar 
eficaçment amb les injeccions periòdiques de vinot durant les tres estratègies d’injecció (7:1; 2:1; 
0.6:1). L’acumulació de NO2
- s’ha observat durant un període de dos dies després de començar la 
desnitrificació però la reacció ha estat completa després d’aquest fins al final de l’experiment. La 
concentració de sulfat no ha patit canvis importants: no es veuen indicis de sulfato-reducció 
notable i s’han observat tres curts episodis d’acumulació de sulfat possiblement relacionat amb 
l’oxidació de sulfits. Un cop acabades les tres estratègies d’injecció s’ha pogut comprovar que el 
rendiment de desnitrificació no baixava dràsticament sinó que la biomassa generada durant 
l’experiment serveix de font de carboni orgànic secundària, amb capacitat de atenuar el 40% de 
nitrat d’entrada. 
 
Pel que fa al seguiment isotòpic del NO3
- de sortida, s’han observat fraccionaments 
isotòpics durant la reacció de desnitrificació de εN= - 7.6‰ i εO= - 9.1‰. La composició isotòpica al 
NPOC de 13C ha patit un fraccionament de -2.9‰ durant la reacció de desnitrificació. El 
coneixement del fraccionament durant la reacció és la única eina per avaluar l’eficiència del 
procés d’atenuació química al camp. Coneixent el fraccionament isotòpic es pot estimar el canvi 
de concentració de nitrat i matèria orgànica que es produeix a causa de la desnitrificació. Un cop 
estudiat el model de laboratori, es proposa estudiar un cas de desnitrificació induïda amb vinot 
com a donador d’electrons a camp. 
 
El residu estudiat consta de dues fases les quals se n’ha estudiat una, la fase líquida. Per 
seguir amb la investigació del vinot es proposen dues direccions: estudiar l’aplicació de la fase 
líquida del vinot en una planta pilot al camp i l’altra fer un estudi anàleg de la fase sòlida, que té 
una quantitat de matèria orgànica important i que podria ser usada per a la bioestimulació.   
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7. Annex 1 
 
Taula 5. Dades de l’anàlisi químic de les mostres. 
Injecció C:N=7:1 Injecció C:N= 2:1 Injecció  C:N= 0.6:1    
(dies) Nom (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)  
Temps motra Cl- NO2
- NO3
- SO4
2- NPOC DIC pH 
0 RC-04-00 184,3 <0.2 94,1 213,1  30 5,6 
0 RC-04-01 135,8 <0.2 95,1 161,8  90 7,0 
1 RC-04-02 131,8 <0.2 93,7 163,8  90  
1 RC-04-03 136,1 <0.2 90,7 157,0  90 7,2 
2 RC-04-04 165,6 <0.2 90,0 187,4 320 80 6,7 
2 RC-04-05 162,4 <0.2 99,4 171,6 169 85 5,8 
3 RC-04-06 162,2 <0.2 95,1 177,9 163 85 6,1 
3 RC-04-07 162,8 1,0 92,3 173,1 262 89 5,9 
4 RC-04-08 161,6 7,5 85,5 158,0 175 113 6,3 
4 RC-04-09 162,3 29,8 48,6 153,7 1114 150 6,2 
5 RC-04-10 164,4 69,0 2,2 150,3 1214 182 6,2 
5 RC-04-11 164,8 36,3 0,4 172,3 759 225 6,2 
6 RC-04-12 167,2 <0.2 <0.2 174,0 535 259 6,2 
6 RC-04-13 174,5 1,5 <0.2 177,6 576 293 6,2 
7 RC-04-14 201,0 <0.2 <0.2 254,5 313 251 6,1 
7 RC-04-15 210,5 <0.2 <0.2 265,3 78 213 6,2 
8 RC-04-16 212,4 <0.2 <0.2 278,9 42 208 6,3 
8 RC-04-17 206,1 5,2 <0.2 337,9 1250 216 6,3 
9 RC-04-18 171,3 <0.2 <0.2 259,4 1497 262 6,5 
9 RC-04-19 213,3 <0.2 <0.2 279,5 879 294 6,5 
10 RC-04-20 213,1 0,8 <0.2 301,6 315 240 6,3 
10 RC-04-21 175,7 10,3 0,1 198,0 149  6,3 
11 RC-04-22 175,0 1,5 <0.2 200,7 50 215 6,4 
11 RC-04-23 173,9 0,8 <0.2 205,9 48 202 6,1 
12 RC-04-24 177,6 <0.2 <0.2 210,3 46 201 6,2 
13 RC-04-25 173,5 <0.2 0,7 245,6 1139 229 6,4 
14 RC-04-26 175,3 <0.2 <0.2 213,7 205 169 6,3 
14 RC-04-27 173,5 <0.2 <0.2 213,6 113 160 6,2 
15 RC-04-28 177,0 <0.2 0,8 306,1 109 163 6,2 
15 RC-04-29 176,5 <0.2 <0.2 285,8 106   
16 RC-04-30 173,2 0,3 <0.2 352,3 1238 162 6,5 
17 RC-04-31 212,6 <0.2 <0.2 390,3 1479 177 6,5 
18 RC-04-32 213,9 <0.2 <0.2 348,8 327 171 6,4 
19 RC-04-33 221,5 <0.2 <0.2 337,4 102 157 6,2 
20 RC-04-34 211,1 <0.2 <0.2 298,3 108 164 6,3 
21 RC-04-35 211,3 <0.2 0,3 323,7 428 164 6,5 
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21 RC-04-36 171,9 <0.2 <0.2 188,2 206 165 6,3 
22 RC-04-37 174,4 <0.2 <0.2 194,9 136 161 6,2 
22 RC-04-38 174,4 0,2 0,2 193,5 95 157 6,3 
23 RC-04-39 172,4 <0.2 <0.2 183,3 920,8 162 6,2 
24 RC-04-40 174,4 <0.2 <0.2 178,7 707,9 158 6,2 
24 RC-04-41 175,4 <0.2 <0.2 187,7  155 6,3 
25 RC-04-42 204,1 <0.2 0,3 254,7 332,5 176  
26 RC-04-43 201,9 <0.2 0,2 235,9 183,2 177 6,4 
27 RC-04-44 207,2 0,2 <0.2 232,6 214,4 194 6,6 
28 RC-04-45 202,4 <0.2 <0.2 227,8 217,2 210 6,5 
29 RC-04-46 201,8 <0.2 <0.2 208,0 198,4 206 6,5 
30 RC-04-47 198,8 <0.2 <0.2 183,0 202,1 180 6,3 
31 RC-04-48 197,5 <0.2 <0.2 178,4 139,2 177 6,2 
32 RC-04-49 196,6 <0.2 <0.2 177,2 60,2 164 6,2 
33 RC-04-50 195,9 <0.2 <0.2 154,0 44,9  6,5 
34 RC-04-51 197,3 <0.2 <0.2 204,9 179,9 160 6,4 
35 RC-04-52 199,3 <0.2 <0.2 208,7 133,0 162 6,4 
36 RC-04-53 188,8 <0.2 <0.2 240,4 116,5 164 6,6 
37 RC-04-54 218,8 <0.2 <0.2 244,1 391,8 169 6,6 
38 RC-04-55 189,2 <0.2 <0.2 225,3 85,8 166 6,5 
39 RC-04-56 192,3 <0.2 <0.2 201,4 148,4 186 6,5 
40 RC-04-57 229,6 <0.2 <0.2 240,7 107,1 194 6,6 
41 RC-04-58 246,5 <0.2 <0.2 215,1 84,5   
42 RC-04-59 187,8 <0.2 <0.2 159,7 233,4 264 6,8 
43 RC-04-60 220,3 <0.2 <0.2 224,8 63,8 220 6,5 
44 RC-04-61 196,2 <0.2 <0.2 204,3 52,4 218 6,7 
45 RC-04-62 224,1 <0.2 <0.2 221,4  222 6,6 
46 RC-04-63 227,3 <0.2 <0.2 237,1 92,5 181 6,5 
47 RC-04-64  <0.2 <0.2  39,3 193 6,5 
48 RC-04-65 225,1 <0.2 <0.2 242,0 30,5 191 6,5 
49 RC-04-66 223,9 <0.2 <0.2 197,3 40,0 199 6,5 
50 RC-04-67 223,7 <0.2 <0.2 230,7 39,6 197 6,5 
51 RC-04-68 208,0 <0.2 <0.2 204,7  195 6,4 
52 RC-04-69 215,0 <0.2 <0.2 195,4 17,0 194 6,4 
53 RC-04-70 212,6 <0.2 <0.2 186,7 69,2 209 6,5 
56 RC-04-71 210,1 1,8 <0.2 198,0 19,8 193 6,4 
59 RC-04-72 211,7 <0.2 <0.2 201,4  195,3 6,4 
60 RC-04-73 212,7 <0.2 <0.2 197,4  191 6,2 
61 RC-04-74 211,4 <0.2 <0.2 204,7 11,8 187,9 6,5 
62 RC-04-75 210,2 0,3 <0.2 199,8 8,6 187,4 6,4 
63 RC-04-76 212,9 <0.2 <0.2 210,4 7,0   
64 RC-04-77 218,1 <0.2 <0.2 213,2  179,3 6,3 
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65 RC-04-78 213,5 <0.2 6,8 213,9 8,1 178,1 6,7 
65 RC-04-79 192,6 4,1 21,5 170,2  152,9 6,7 
66 RC-04-80 194,2 4,5 31,6 156,3  145,2 6,6 
66 RC-04-81 194,4 4,4 41,6 166,5 5,2 127,9 6,4 
67 RC-04-82 193,9 4,5 47,5 149,4  127,3 6,2 
68 RC-04-83 193,8 4,4 51,7 138,0  114,6 6,5 
68 RC-04-84 194,4 4,3 57,2 145,7 4,9 113,9 6,2 
69 RC-04-85 194,5 4,0 65,1 148,8  101,8 6,2 
69 RC-04-86 190,4 3,9 62,0 158,3  101,8 6,0 
70 RC-04-87 207,0 3,6 65,9 158,6 3,8 101,8 6,0 
71 RC-04-88 195,7 3,5 71,1 163,9  93,1 6,1 
72 RC-04-89 198,4 2,6 76,8 170,2  89,1 6,0 
73 RC-04-90 194,9 2,5 81,0 175,6  89 6,3 
74 RC-04-91 195,9 2,8 81,7 174,2 2,4 89  
75 RC-04-92 194,9 2,8 83,8 152,1  85  
76 RC-04-93 191,7 2,8 84,0 170,8  85  
79 RC-04-94 190,6 0,9 80,2 168,1    
 
 
 
Taula 6. Química i dies de canvi de l'aigua d'entrada 
Canvis d’aigua Cl-(mg/l) NO2
-(mg/l) NO3
-(mg/l) SO4
2-(mg/l) dia 
RC-04-Ini-1 184,3 0,0 94,1 213,1 0 
RC-04-Ini-2 197,9 0,0 125,0 241,5 30 
RC-04-Ini-3 256,70 0,0 135,44 262,54 59 
 
 
 
 
 
 
Taula 7.Concentració en  NO3- i composicions isotòpiques  δ15N i δ18O  en l’aigua de sortida. 
 
 
 
 
 [NO3
-
](mg/l) δ
15
N-NO3
-
 (‰) δ
18
O-NO3
-
(‰)   [NO3
-
](mg/l) δ
15
N-NO3
-
(‰)
 
   δ
18
O-NO3
-
(‰) 
RC-04-05 99,4 16,9 28,64 
 
RC-04-83 51,7 23,38 33,39 
RC-04-08 75 18,76 32,49 
 
RC-04-84 57,2 26,08 34,11 
RC-04-09 42,8 23,41 39,6 
 
RC-04-85 65,1 23,12 29,33 
RC-04-78 6,8 38,38 49,93 
 
RC-04-86 62 23,11 29,23 
RC-04-79 21,5 31,37 45,63 
 
RC-04-87 65,9 19,5 35,05 
RC-04-80 31,6 29,25 42,04 
 
RC-04-88 71,1 23,28 30,12 
RC-04-81 41,6 24,07 34,91 
 
RC-04-93 84 21,62 27,52 
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Taula 8. Composicions isotòpiques δ
13
C en e  carboni inorgànic (DIC) i en el carboni orgànic (Corg). 
 
δ
13
C-Corg 
(‰) 
δ
13
C-DIC 
(‰) 
  
δ
13
C-Corg 
(‰) 
δ
13
C-DIC 
(‰) 
  
δ
13
C-Corg 
(‰) 
δ
13
C-DIC 
(‰) 
RC-04-00  -26,5 -8,9 
 
RC-04-37 -24,2   
 
RC-04-75 -23,2 -22,4 
RC-04-01   -20,6 
 
RC-04-38 -22,1 -20,7 
 
RC-04-76 -23,1 -20,0 
RC-04-02   -27,5 
 
RC-04-39 -23,5   
 
RC-04-77   -21,0 
RC-04-03   -24,0 
 
RC-04-40 -23,0 -20,9 
 
RC-04-78 -23,5 -21,1 
RC-04-04 -25,7 -19,2 
 
RC-04-41 -25,2   
 
RC-04-79   -20,4 
RC-04-05 -25,8 -23,3 
 
RC-04-42 -25,5 -19,2 
 
RC-04-80   -21,9 
RC-04-06   -29,9 
 
RC-04-43 -25,1 -19,3 
 
RC-04-81 -22,9   
RC-04-07 -24,5 -29,8 
 
RC-04-44 -25,4 -19,9 
 
RC-04-82   -21,1 
RC-04-08 -25,0 -27,3 
 
RC-04-45 -25,6 -19,4 
 
RC-04-83   -19,3 
RC-04-09 -26,2 -22,4 
 
RC-04-46 -25,2 -18,4 
 
RC-04-84 -22,9   
RC-04-10   -22,6 
 
RC-04-47 -23,6 -19,3 
 
RC-04-85 -21,9 -20,1 
RC-04-11 -25,8 -21,2 
 
RC-04-48 -26,8 -18,5 
 
RC-04-87   -13,3 
RC-04-12 -24,3 -21,5 
 
RC-04-49   -19,7 
 
RC-04-88   -12,8 
RC-04-13 -25,7 -21,6 
 
RC-04-50 -20,7   
 
RC-04-93   -12,1 
RC-04-14 -25,4 -22,0 
 
RC-04-51 -22,8 -16,0 
    RC-04-15 -23,0 -20,5 
 
RC-04-52 -20,4   
    RC-04-16 -20,8 -20,5 
 
RC-04-53 -25,0 -16,8 
    RC-04-17 -25,4 -19,4 
 
RC-04-54 -26,2 -17,3 
    RC-04-18 -25,4 -21,2 
 
RC-04-55 -24,1 -18,7 
    RC-04-19 -25,2 -20,3 
 
RC-04-56 -24,9 -14,6 
    RC-04-20   -21,1 
 
RC-04-57 -24,3 -12,0 
    RC-04-21 -24,0   
 
RC-04-59 -25,4 -13,4 
    RC-04-22 -23,5 -19,3 
 
RC-04-60 -23,1 -20,1 
    RC-04-23 -22,6   
 
RC-04-61   -20,7 
    RC-04-24 -22,4   
 
RC-04-62 -24,4 -16,5 
    RC-04-25 -25,3 -19,6 
 
RC-04-63 -24,7 -21,1 
    RC-04-26 -25,1   
 
RC-04-64 -22,8 -19,8 
    RC-04-27 -24,8 -20,3 
 
RC-04-65 -22,8 -21,7 
    RC-04-28 -24,6   
 
RC-04-66 -23,0 -20,8 
    RC-04-29 -24,6   
 
RC-04-67 -23,0 -20,9 
    RC-04-30 -25,3 -19,3 
 
RC-04-68 -22,4 -20,9 
    RC-04-31 -25,6   
 
RC-04-69 -21,1 -20,6 
    RC-04-32 -25,8   
 
RC-04-70 -24,2 -20,9 
    RC-04-33 -24,5 -20,2 
 
RC-04-71 -22,4 -22,0 
    RC-04-34 -24,9   
 
RC-04-72   -19,2 
    RC-04-35 -24,9   
 
RC-04-73 -21,2 -19,1 
    RC-04-36 -25,5 -20,9 
 
RC-04-74 -22,6 -21,2 
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Taula 9. Nombre més probable per ml (MPN/ml) en els ports de mostreig vertical C1, C2 i C3 situats a 60 cm, 40 cm i 20 
cm d'alçada dins la columna 
 Día 
MPN/ml 
Heterotrofs  
C1 
MPN/ml 
Heterotrofs   
C2 
MPN/ml 
Heterotrofs   
C3 
MPN/ml 
Desnitrificants  
C1 
MPN/ml 
Desnitrificants  
C2 
MPN/ml 
Desnitrificants   
C3 
 16 
 
6,30E+06 6,00E+06 
 
4,60E+05 1,10E+06 
 24 3,45E+06 5,00E+06 4,20E+06 2,40E+05 4,60E+05 2,40E+05 
 31 4,90E+06 6,15E+06 1,09E+06 1,50E+05 7,10E+04 4,00E+03 
 44 1,17E+07 9,00E+06 2,71E+06 1,10E+06 1,10E+06 1,10E+06 
 52 5,60E+06 9,65E+06 6,65E+06 4,30E+05 1,50E+06 4,30E+05 
 61 7,40E+06 6,10E+06 9,50E+06 4,60E+05 2,40E+05 2,40E+06 
 68 7,80E+06 2,29E+06 2,70E+06 2,40E+06 7,50E+05 7,50E+05 
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